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Sununary 
The conver討onof pisatin in vitro was induced by adding 60μgfml pisatin to a 1iquid 
medium which had been incubated with Ascochytaρisi following the incubation of the 
origina1 medium containing 10 flgfml of pisatin for 15 hrs. The pisatin-conversion“ 
product was obtained also in a high concentration by incubating A. pisi in a pisatin-
containing medium. The conversion of pisatin in a medium containing 500 flgfml by 
A. pisi was induced following the incubation of the fungus in a medium containing 20 p.gfml 
of pisatin for 3 hrs. The conversion of pisatin was induced a1so by incubating A. pisi with 
a 10w concentration of hydroxyphaseollin， a phytoa1exin from soybean， prior to the addi梢
tion of pisatin to the medium. 
緒言
前線13)Iζおいて，筆者らはエンドウの phytoa1exinである pisatinの各積病原菌に対する阻害
作用の特主毒性と病原閣による pisatinの分解について報告した.その結果pisatinはエンドウの病
原躍に対してよりも非病原頭iC:X1して強い阻害を示すことが切らかとなった.その理由の1っと
してエンドウの病原認は pisatin分解カを有するのに対し，非病原菌はそれがないか，非常に弱
いことにあることが分かった.一般に phytoalexinの病原l容に対する特災性と病原菌による
pisatin分解については笈科縞物の phytoalexinにおいても報告1-7，8，15，16) されていると ζろであ
る.
Phytoalexinの病原砲による分解機構については VanEttenl7，IS)および Higginsらト7)によっ
て究明されつつあるが，本研究は前線10，11，13)に続き， pisatinの Ascochytapisiによる分解機織
を切らかにするために， phytoalexinでA.ρisiを誘導地養した場合の pisatinの分解とその生成
物について検討したものである.
材料と方法
1. Pisatinで誘導培慈した A.pisiによる pisatinの分解とその生成物の定藤 0.05Mワン
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裁緩衝液 (pH6.0)を用いて作った A.pisiの胞子浮遊淡を，その胞子濃度が 7.5X 105spores/ml 
になるように読経し， ζの液を試験管lζ 1mlずつ分注して， 250Cで3時間振とう培養した後，
これに前半世13，14) と同様エンドウの爽から主1Ul，結晶化した pisatinを10μg/mlとなるように添
加 (ζの液のエタノーjレ濃度は296) して， 15時間総養(誘導培養)し，その後再度 pisatinを
60μg/ml となるように添加してほ養した. ta養 0，3， 6 I待R¥J後n:，J主主主液中の残存 pisatin
と分解物の;監をIJIJ報lζ従い，間取化炭素と自昔話変エチノレで主1出，定i:まし，これと対照として pisatin
で誘導崎益する代りに2形エタノーノレ液で15時間椛益した A.pisi による pisatin分解を比較し
Tこ.
つぎに，前項の実験と同様に A.pisiの胞子浮遊液(濃度:106spores/ml)を 1mlずつ試験管
に分注し， 250Cで24時間振とう縫養した後， pisatinを 20μg/mlとなるように添加して， 31寺
間誘導主弁護を行ない，その後再度 pisatinを500pg/mlとなるように添加した.そして培養0，
2， 4， 6， 7時間後!<::，培地中の残存 pisatinとその分解物を定;ほし，これを対照の場合と比絞し
た.
2. Hydroxyphaseollinで誘導培饗した A.pisiによる pisatinの分解 iJ項の場合と時様
1<: A. pisiの胞子浮遊液(濃度:5 X 105-106spores/ml)を試験管に 1mlずつ分注し， 24時間，
250Cで援とう税務した後， hydroxyphaseollin (ダイズの phytoalexinで，ダイズの葉燐病燦病病
葉から前線12) Iと従い抽出)による 3時間の誘導塙養を次の3試験躍を設けて符なった.
1) 高濃度の hydroxyphaseollinによる誘導地養:hydroxyphaseollin8) の襟度を O.D.(288 
nm)口 0.86として A.pisiを誘導tui養し，その後 pisatinを 100μg/mlとなるように添加して，
0， 2， 4， 61則前場養した. この他lζ前項の試験と同様に pisatin(濃度;15μg/ml)および2%
ヱタノー ノレてψ誘導成義した後 pisatinを 100μg/mlとなるように蒋添加して域養した.
2) 低濃度の hydroxyphaseollinによる誘導塙養(その 1); hydroxyphaseollinの濃度を O.D.
(288 nm) = 0.26として前lJi1)と陪様lとA.pisiを誘導i合養した後 pisatinを 100μg/mlとなる
ように添加して， 0， 2， 4， 6時間地養した.この他l乙pisatin(濃度:15μg/rnl)および256エ
タノー ノレで A.pisiを誘導培養した後，前項の場合と同様に行なった.
3) 低濃度の hydroxyphaseollinによる誘導培養(その 2); 2)と同様に hydroxyphaseol1inの
濃度を O.D. (288 nm)口 0.26として，1)と同様に A・pisiの誘導Jt!j養を行なった後， pisatinを
200μg/mlとなるように添加して，前項と向様l乙行なった. この他lζpisatin(濃度;10μg/ml) 
および2必エタノーノレによる誘導府器援を設けた.
各試験思について，培養時間毎に培地中の pisatin残存廷とその分解物の盈をおIUl， JE益した.
結 果
1. Pisatin誘導培盤の A.pおiによる pisatinの分解とその分解物 10μg/ml の pisatin 
でA・pisiの胞子を15時間誘導培養した後， 60μg/mlの濃度になるように pisatinを添加して培
獲を続けた場合の pisatinの分解とその分解物を経時的l乙定量した結果が第1閣である.培養3
時間までは pisatinの分解はゆるやかであったが， それ以降は分解が進み， pisatinの減少がみ
られ，その分解度は pisatinで誘導培養した場合が対照区 (pisatin無添加2必ヱタノーノレによる
培養)に比べて大であった.また，それと対称的lとその分解物も pisatinで誘導培養する ζとに
より増大した.
同様な方法で A・pisiを31寺閥， 20μg/mlの pisatinで誘導地養を行なった後に pisatinを
fifif' • Ii五・問中:Pisatinのヱンドウ痴長支援i
." ，
.-'句、
，C 
、1、二"
ふも?と'，y ，/'f 、
.."， .0ぺ〆
.o" _""，#す:\~ ¥.，0-
0.1j@'『，f"'JV co念、w
113 
日正一」止とどこ
~芯;ご千--
可 O}‘cuzture o 
。
。3
o 
M 
〈
) 
'" g 0.3 
'" .f:J .。
'" .f:J 
〈
@ 
3 
Incubation time (h) 
Fig. 1. Amounts of pisatin (solid line) and its convcrsion product (broken line) extracted fi'om 
thc shake cultures of Ascoclzyta pisi after various incubation periods. Cultures were exposed 
to 10μg ofpisatinfml and after 15 h， exposed to an additional 60μg of pisati沖nlat t=O 
(pisatin-induced culture)， orincubated in the absence of pisatin for 15 h， and then exposed 
to 60μg of pisatIIψnl at t=O (control-culture). 
6 。
500 pg/mlとなるように添加した場合の分解とその生成物を調べたものが第1表および第2関で
ある.まず，第 2図から A.ρisiを誘導1忠義する ζ とにより pisatinの大部分は消失し，次l乙添
加された 500pg/ml濃度の pisatinは誘導Jj!f養した A.pisi によって急速に分解されるのに対し，
対照、障では pisatinの分解がゆるやかであった.分解物についても第1表にみられるように誘導
府養では2時間で急速に増大し，対照毘より?れと多く形成された.
Test for the ability of pisatin to induce the conversion of pisatin by Ascochyta pisia) Table 1. 
Pisatin-induced Control E王oursafter 
pisatin addcd 
Conversion product 
0.154 
0.743 
0.856 
0.917 
0.954 
1.550b) 
1.400 
1.177 
1.071 
0.955 
Pisatin 
1.679 
0.803 
0.666 
0.625 
0.599 
Conversion product 
0.064 
0.083 
0.252 
0.420 
0.536 
Pisatin 
?
????
??
a) Spore suspensions (1 ml) wcre incubated for 24 h at 250C， and then pisatin in 
cthanol was added to give a concentration of 20 flgfml (pisatin induced). 
Ethanol was added to givc a concentration of 2% for norトinducedcontrol. 
After a further 3 h incubation， pisatin was added to give a concentration of 
500μgfml. 
b) Absorbance at 309 nm 
2. Hydroxyphaseollin誘導培畿の A.pisiによる pisatinの分解とその分解物
1) 高濃度の hydroxyphaseollinで誘導培養した場合:その結果は第 2表と第3図に示す通り
である.気q 閣についてみると)pisatin誘導培養のA.pisiではitjJiの試験結果と隠様に pisatin
の消失が対照民より優っていて， pisatinの誘導効来がみられたが)hydroxyphaseollinで誘導精
義した A.pisiではほとんど pisatinの消失はみられず，よま養 611寺間後でも変化はみられなかっ
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Fig. 2. Pisatin concentrations in extracts of shake cu1tures of Ascoclryta pisi incubated with 
various amounts of pisatin for various incubation times. Cultur田 wereexposed to 20μg 
of pisatinfml at t出 o(-0-)， and after 3 h， exposcd to an additional 500μg of pisatinfml 
(ー@一)， or incubated in the absence of pisatin for 3 h， and then exposed to 500μg of 
pisatinfml (ム一一一ム).
Table 2. Test for the ability of pisatin and hydroxyphaseollin to induce the conversion 
。fpisatin by Ascochyta pisia) 
Control 日仏induced Pisatin-induced 
E王oursafter 
pisatin addcd Pisatin Convcrsion 
product 
Pisatin Conversion 
product 
Pisatin Conversion 
product 。
????
0.822b) 0.070 0.887 0.086 0.841 0.151 
0.809 0.090 0.835 0.084 0.798 0.221 
0.732 0.217 0.800 0.114 0.639 0.364 
0.550 0.399 0.817 0.176 0.452 0.579 
a) Spore suspensions (1 ml) were incubated for 24 h at 250C， and then pisatin and hydroxy-
phascollin (HP) in ethanol were added to give a concentration of 15 f1gfml (pisatirト
induced) and O. D. at 288 nm口 0.86(HP-induced)， respective1y. Ethanol was added 
to givc a concentration of2% f01"・norトinducedcontrols. After a further 3 h incubation， 
pisatin w乱sadded to give a concentration of 100μgfml. 
b) Absorbance at 309 nm 
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Fig. 3. Tcst for thc ability of pisatin and hydroxyphaseollin (HP) to inducc thc pisatin convcr百ion
systcm in Ascochyta tisi spores. Pisatin (15 pg/ml) and HP (0. D. at 288 nm=，0.86) were 
added to the spore suspensions after 24-h ineubation， and more pisatin (100 μg/ml) was added 
at 27 h (zero time on graph). 
fこ. このことは第2去の pisatin分解物についてもみられ， hydroxyphaseollin誘導土台養では6
1年間後でも分解物はわずかであった.これに対し pisatin誘導J会議のんpisiでは最も多い pisatin
分解物が得られた.
2) 低濃度の hydroxyphaseollinで誘導培養した場合:その結果は第3表と第 4関lζ示す巡り
である.第4矧にみられる通り，この場合は pisatinによる誘導培養と同様に， hydroxyphaseollin 
誘導権設によって対照iまより pisatinの分解が増大し， pisatin分解に対する誘導効糸がみられ
た. このことは第3去の pisatin分解物についてもみられ， hydroxyphaseollin誘導法養では，
培養41間旬以降急速にそのf立が増大した.
Table 3. Test for thc ability of pisatin and hydroxyphaseollin to induce the conversion 
of pisatin by Ascochyta pisi a) 
Control HP嶋induced Pisatin-induced 
E王oursafter 
pis且tinaddecl Pisatin Conversion Pisatin Conversion Pisatin Conversion 
procluct product prodロct
一一一一一一一一一一一一
O 0.964b) 0.007 0.944 0.007 0.954 0.019 
2 0.885 0.034 0.834 0.073 0.834 0.261 
4 0.730 0.269 0.656 0.343 0.688 0.349 
6 0.563 0.453 0.353 0.818 0.356 0.750 
a) Expcrimcntal proccclurc was similar in tablc 2 except that a concentration of hydroxy-
phascollin (HP) was 0.26 in absorbancc at 288 nm. 
b) Absorbancc at 309 nm 
3) 高濃度 pisatinの分解:2)と問様に低濃度の hydroxyphaseollinで A.pisiを誘導培養し
た後，高濃度の pisatinの分解とその生成物についてみたものが第4表と第5閣である.第5関
から切らかなように，対照区ではあまり pisatinの消失はみられないのに対し， hydroxy-
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phaseollin と pisatin で誘導府議した;場合には， pisatin のil失が顕著で，とくに ζの場合は
hydroxyphaseollinで誘導主計養した A.pisi H:よる分解が大であった .ζのことは第4表の pisatin
分解物lとついてもみられ， Jだ養61時間自にはもっとも多くの分解物が1lfられた.
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Fig. ，t Tcst [01' the ability of pisatin and hydrox- Fig. 5.γest for the ability of pisatin and hyd1'ox-
yphaseollin (HP) to induce the pisatin con- yphaseollin (HP) to induced the pisatin corト
vcrsion system. Pisatin (15 fLgfml) and HP version system. Pisatin (15μgfml) and HP 
(0. D. at 288 nm=0.26) wcrc added to thc (0. D. at 288 nm=0.26) wcrc added to thc spore 
sporc suspcnsions aftcr 24 h incubation， and suspcnsions a氏cr24 h incubation， and morc pisatin 
mo1'c pisatin (100 f!gfml) was addcd at 27 h (200 f1gfml) was addcd at 27 h (zcro time on 
(zcro timc on graph). graph). 
Tablc 4. Tcst for thc ability 01' pisatin and hydroxyphascollin to inclucc thc convcrsion 
of pisatin by Ascochyta tisia) 
Control HP-incluccd Pis乱tirトincluced
I王ou1'saftcr 
pisatin aclclecl Pisatin Conversion Pisatin Conve1'sion Pisatin Conversion 
product product product 
O 1.592b) 0.006 1.468 0.024 1.561 0.066 
3 1.402 0.04-1 1.063 0.080 1.190 0.149 
6 1.315 0.171 0.577 0.425 0.819 0.247 
a) Expcrimcntal procedurc was similar in tablc 3 cxcept that a conccntration of pisatin 
was 100 μgfml. 
b) Absorbancc at 309 nm 
考察
Pisatinはヱンドウの痴原l1!iである A.jうisiおよび Fusariumso/'αni f. pisi によって分解され，
低毒性の分解物になる ζとを前線13)で明らかにしたが，一般にある植物の phytoalexinはその荊
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際協によって分解されて，一次，二次の低溌性分解物となることは l-Iigginsらい6)によって報告
されているところである.前f習にあ2いて本実験はまず，A.ρisiの胞子を低濃度の pisatinで誘導
椛設すると，それによって A・pisiIC高濃度の pisatinを分解するカが誘導されることを切らか
にした.これは低濃度の pisatinζ按íj~ した梼原}誌がこのtlJHζpisatin 応対する何らかの適応現
象を示し， その分解が明大したものと考えられる. このような phytoalexin分解の誘導現象は
Van der Heuvejl6)によって Fusariumsolani f. sp.ρhaseoliを phas巴oIIin(インゲンの phyto-
alexin)で誘導h!?益した場合にも認められている.司王者らは先l乙A・pisiを pisatin添加lJt¥，f訟に反
覆抗議すると， pisatinのi裁に対する阻客力が低下する傾向のあることを綴告12) したが，このJifs
:[fl;と誘導杭設による pisatin分解の誘導とには関述があるようにも思われる.
つぎに， pisatin による誘導府議の代りに， hydroxyphaseollinで誘導法養した場合，低縫f支の
hydroxyphaseoIlinではその効泉がみられ，とくにお濃度の pisatin(500μg/ml) !c.対する分解カ
が pisatinで-誘導椛設した場合と同様に顕著K現われた.一方，高濃度の hydroxyphaseoIl加に
よる誘導治義ではその効果はみられなかった.これは hydroxyphaseoIlinがダ‘イズの phytoalexin
であるため，エンドウの病原的であるん pisiがこの phytoalexinにより生育阻害をうけて，か
えってが制III 分解力が低下し，対!号誌の 2形エタノールによる誘導権養よりも劣ったのでは
ないかと考えられる.これに対し，低濃度の hydroxyphaseoIlinで誘導権議した場合はlAHζ対す
るその阻害作用よりも， pisatin分解の誘導!c.~.会く働いたためであろう. このように， ある植物
の phytoalexinがその植物の病原i容でー分解される場合， その病原点!の分解カはその phytoalexin
による誘導応接で強められる以外に，他の植物の phytoalexinによる誘導収益でも強められるこ
とが認められた. 日igginsはアノレフアルファの稀際的 Stemphyliumbotryosumがその phyto-
alexinである maackianinを分解する場合についても同様な誘導効よ廷を報告している.そして，
これは病原菌を phytoalexinで誘導IA養することにより， i!si体内に inducibleenzyn'le systemが
椛成されるためであろうと考察している.本実験に用いた pisatin，hydroxyphaseoIlinの外に，
phas巴oIIin，medicarpin， maackianinなどはいずれも pterocarpanoid系の類似した phytoalexin
であり，これら類似の phytoalexinで病探陪を誘導地譲した場合は，その phytoalexinと病原隊!
の組合せで濃度の涯はあるにせよ， その誘導効果が現われるのではないかと想像される. また
Heathら2) によるとアルファノレファの病原鵠 S.botryosum は他の紋物の phytoalexin(pisatin， 
phaseoIIin)を分解する力があることを報告していることから， 茸科縫物の病原l~iー による笈科縞
物の phytoalexinの分解には共通した機構が存在するものと思われる.各種 phytoalexinの各種
前原1おによる誘導分解についてさらに検討を加え， ζの関係を切らかにすることは phytoalexin
の病原閣による分解の機織を解明する上からも必要と思われる.
摘 要
液体Nfl也Iζ60μg/ml含まれる pisatinの Ascochytapisiによる分解は，ヌド簡を 10μg/ml含有
の pisatin崎地に151時nilTiI培養することにより誘導され，また， pisatin分解物も本磁を pisatin
含有培地lζ前段設することによって高濃度に得られた.権Jt品中lζ500μg/ml含まれる pisatinの
A.pisi による分解は本闘を 20μg/ml含有する崎地に3時間前培養することにより誘導された.
一方，A.ρisi による pisatinの分解は pisatinで誘導する代りに低濃度の hydroxyphaseoIlin(ダ
イズの phytoalexin)で前培設することによっても誘導された.
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